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บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl และตรวจหา
แอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก Anabeana ambigua Nostoc commune Spilurina 
sp. Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และ Oscillatoria sp. TISTR 8491 ในอาหาร BG11 โดยสกัดตัวอยางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 8.0 และติดตามแอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสดวย 4-amino antipyrine, gallic acid และ ไฮโดรเจน 
เพอรออกไซด บมท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 10 นาที พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Anabeana ambigua Nostoc commune Oscillatoria 
sp. Oscillatoria salina และ Oscillatoria sp. TISTR 8491 เจริญไดดีในภาวะที่ไมมีเกลือ NaCl สวน Spilurina sp. เจริญไดดีใน
ภาวะท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0.25 โมลาร และภาวะทนเค็มของ Anabeana ambigua นอยกวา 0.25 โมลาร ในขณะท่ี Nostoc 
commune  Oscillatoria sp. Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spilurina sp. นอยกวา 0.5 โมลาร จากการศึกษา
แอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา Anabeana ambigua Nostoc commune Spilurina sp. Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และ 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 มีแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 32.34  29.75 12.86  10.67  9.60 และ 3.82 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ เพอรออกซิเดสทํางานไดในชวงพีเอช 4 – 11 และทํางานไดดีในภาวะที่เปนเบส คาพีเอชเทากับ 9.0 
 
คําสําคัญ: การคัดกรอง เพอรออกซิเดส ไซยาโนแบคทีเรีย ภาวะความเค็ม 
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Abstract 
 This research aimed to study the growth of six cyanobacteria, Anabeana ambigua, Nostoc commune, 
Spilurina sp., Oscillatoria sp., Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491, on salt stress by increasing of NaCl 
in BG11 medium, and detect their peroxidase activities. The samples were extracted by phosphate buffer, pH 8.0. The 
peroxidase activities from extracts were measured using a mixture of 4-aminoantipyrine, gallic acid and hydrogen 
peroxide, incubated at 30oC for 10 minutes. The result showed that the optimal growth rate of Anabeana ambigua, 
Nostoc commune, Oscillatoria sp., Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491 under no salanity while Spilurina 
sp. was 0.25 M NaCl. The salt stress condition on growth of Anabeana ambigua was under 0.25 M NaCl, Nostoc 
commune, Oscillatoria sp., Oscillatoria salina, Oscillatoria sp. TISTR 8491 and Spilurina sp. was under 0.5 M NaCl. 
The specific activities of crude extracts from Anabeana ambigua, Nostoc commune, Spilurina sp., Oscillatoria sp., 
Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491 were 32.34, 29.75, 12.86, 10.67, 9.60 and 3.82 Units/mg protein, 
respectively. The peroxidase activities were stable at the pH range of 4 – 11, with optimal activities at alkaline condition 
at pH 9.0. 
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บทนํา: 
 เพอรออกซิเดส (Peroxidase: E.C. 1.11.1.7) เปน
เอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยใชไฮโดรเจนเพอรออกไซด 
(H2O2) เปนตัวรับอิเล็กตรอน (electron accepter) (Singh 
et al., 2010) และออกซิไดซซับสเตรตที่ใหอิเล็กตรอน เชน 
ฟนอล (phenol) อะโรมาติกเอมีน (aromatic amines) และ
กรดแอสคอรบิก (ascorbic acid) (Vernwal et al., 2006) 
จึงมีการนําเพอรออกซิเดสไปใชประโยชนอยางแพรหลายท้ัง
ในทางการแพทย อุตสาหกรรมอาหาร เกษตรกรรม และใน
การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีสารประกอบ 
ฟนอลซึ่งเปนสารกอมะเร็ง (นิตยา จันซิว และคณะ, 2551; 
สุวิตา เจริญศรี และวรางคณา  จุงลก, 2551; ลือชัย อารยะ-
รังสฤษฎ และสุภาพร จันทรบัวทอง, 2554) เพอรออกซิเดสที่
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมไดมาจากรากฮอรสเรดิช (horse-
radish root) (Dunford, 1999) ซึ่งมีราคาสูงจึงไดมีการหาเพอร-
ออกซิเดสจากแหลงอื่น ๆ เชน สัตว พืช และแบคทีเรีย (Kong-
withtaya et al., 2010) เพ่ือชวยในการลดตนทุนในการนําเขา
จากตางประเทศ 
 ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) เปนส่ิงมีชีวิตพวก
โพรแคริโอตที่สามารถสรางอาหารดวยกระบวนการสังเคราะห
ดวยแสง (phototrophic prokaryotes) (Incharoensakdi and 
Laloknam, 2005) ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดสามารถตรึง
ไนโตรเจนได (nitrogen-fixing cyanobacteria) เชน Nostoc 
sp. และ Anabaena sp. (ยุวดี พีรพรพิศาล และคณะ, 2551) 
J. Res. Unit Sci. Technol. Environ. Learning Vol. 3 No. 1 (2012) 
 3 
ในภาวะความเครียดอออกซิเดชัน (oxidative stress) จากสาร
อนุมูลอิสระ (free radical) ท่ีมีออกซิเจนในโมเลกุล (reactive 
oxygen species: ROS) เชน อนุมูลซูปเปอรออกไซด (super-
oxide radical) และอนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) 
(Regelsberger et al., 2002) ซึ่งกอใหเกิดความเสียหาย เชน 
การกลายของดีเอนเอ (DNA mutation) การทําลายสภาพ
โปรตีน (protein carbonylation) (Kongwithtaya et al., 2008) 
ส่ิงมีชีวิตมีกลไกรักษาสมดุลโดยการกําจัดสารกลุม ROS โดย
เซลลมีการตอบสนองดวยกลไกในการสังเคราะหเอนไซมตาน
อนุมูลอสิระ (antioxidative enzyme) เชน แคแทเลส (catalase) 
เพอรออกซิเดส (peroxidase) เพ่ือชวยในการกําจัดอนุมูลอิสระ
ท่ีเกิดขึ้นภายในเซลล (Becana and Lotassa, 2007) โดยมี
รายงานการตรวจพบแอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสใน
ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. Nostoc sp. Tolypothrix 
sp. Synechocystis PCC 6803 และ Synechococus PCC 
7942 ซึ่งสอดคลองกับ Oscillatoria willei BDU 130511 ซึ่ง
สรางเอนไซมซูปเปอรออกไซดดิสมิวเตส (superoxidedismutase: 
SOD) และเอนไซมเพอรออกซิเดส (peroxidase: POX) ใน
ภาวะท่ีขาดแคลนไนโตรเจน (Saha et al., 2003) 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดกรองและตรวจหา
แหลงผลิตเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก 
Anabena ambigua Nostoc commune Spirulina sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Oscillatoria sp. เพ่ือ
ใชเปนแหลงขอมูลเพอรออกซิเดสเพ่ือลดการนําเขาเพอร-
ออกซิเดสจากตางประเทศ 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
ไซยาโนแบคทีเรียท่ีใชในการวิจัย: มีจํานวน 6 ชนิด ไดแก 
Anabena ambigua Nostoc commune Spirulina sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Oscillatoria sp. 
ซึ่งไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (วว.) กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
 
การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย: เพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย
ท้ัง 6 ชนิด ในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียสูตร BG11 ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ท่ีมีเกลือ NaCl ความเขมขน 0 – 1 M ภายใต
ภาวะท่ีมีแสงขาว (30μEm2s-1) ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
วัดการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียเปนเวลา 30 วันโดยการ
ชั่งน้ําหนักแหง  
 ภาวะปกติ คือ ภาวะท่ีทําใหการเจริญของไซยาโน-
แบคทีเรียดีท่ีสุด และภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl 
คือภาวะที่ทําใหการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียเปนครึ่งหนึ่ง
ของภาวะปกติ 
 
การสกดัหยาบเอนไซม: ลางเซลลไซยาโนแบคทีเรีย 1 กรัม 
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 50 mM (pH 7.0) 
ท่ีอุณหภูมิหอง จํานวน 3 ครั้ง ทําใหเซลลแตกโดยใชคล่ืน
เสียงความถ่ีสูง (ultrasonicator) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
50 mM phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
นําสารสกัดท่ีไดไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 ×g เปนเวลา 
15 นาที และนําสวนใสไปวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
เก็บสวนใสไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การตรวจหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสและปริมาณ
โปรตีน: ตรวจหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสดวยวิธีการ color-
imetric method (Kongwithtaya et al., 2010) ประกอบดวย 
50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 2 mM 4-amino antipyrine 
(4-AAP) 2 mM gallic acid และ 4 mM hydrogen peroxide 
บมท่ีอุณหภูมิหอง (30±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10 นาที 
ปฏิกิริยาเริ่มตนดวยการเติมสารสกัดหยาบเอนไซม 0.05 มิลลิลิตร 
วัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตรดวยเครื่อง 
UV/VIS spectrophotometer model Jenway 6405 (Jenway, 
UK) คํานวนยูนิตของเอนไซม โดย 1 ยูนิต ของเพอรออกซิเดส 
คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเพอรออกไซด
เขมขน 1 ไมโครโมล ใน 1 นาทีภายใตภาวะทดลอง  
 หาปริมาณโปรตีนโดยใชสารละลาย Comassie brilliant 
blue G-25 (Fluka, Switzerland) ดวยวิธีของ Bradford โดย
ใช bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน (Bradford, 
1976) 
 
การหาพีเอชท่ีเหมาะสมของเพอรออกซิเดส: ศึกษาผล
ของพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสจากไซยาโน-
แบคทีเรีย โดยใชสารละลายบัฟเฟอรท่ีความเขมขน 50 mM 
ท่ีมีคาพีเอชในชวง 4 – 11 ดังนี้ สารละลาย acetate buffer (pH 
4 – 5) phosphate buffer (pH 6 – 7) และ Tris-HCl (pH 8 – 
11) จากนั้นนําไปวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
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ผลการวิจัย 
 การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 6 ชนิด ไดแก  
Anabena ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp, 
Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ 
Spirulina sp. ในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียสูตร BG11 ใน
ภาวะท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0 – 1 M พบวา ไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 
6 ชนิดเจริญไดถึงระยะกลางแบบทวีคูณ (mid-log phase) อยู
ระหวาง 12 – 18 วัน โดย Anabena ambigua Nostoc 
commune Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และOscillatoria 
sp. TISTR 8491 เจริญไดดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย
ท่ีไมมีเกลือ ในขณะท่ี Spirulina sp. เจริญไดดีในอาหารสูตร
ท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0.25 M การเจริญภายใตภาวะที่มีความ 
เครียดจากเกลือ NaCl ของไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 6 ชนิดลดลง 
เมื่อเล้ียงท่ีความเขมขนของเกลือ NaCl ต้ังแต 0.5 M ขึ้นไป 
Nostoc commune Oscillatoria sp. Oscillatoria salina  Oscillatoria 
sp. TISTR 8491 และ Spirulina sp. ไมสามารถเจริญได ใน- 
ขณะท่ีความเขมขนของเกลือ NaCl ต้ังแต 0.25 โมลารขึ้นไป 
Anabena ambigua ไมสามารถเจริญได ดังตาราง 1  
 
ตาราง 1 การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl  
ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl* (M) ชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย ภาวะท่ีเหมาะสม ภาวะท่ีมีความเครียด ความสามารถในการทนเค็ม 
Anabena ambigua 0 0.25 < 0.25 
Nostoc commune 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria salina 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria sp. 0 0.50 < 0.50 
Spirulina sp. 0.25 0.50 < 0.50 
*ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl ท่ีใชในการศึกษา 0 – 1 M 
 
 จากการสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดสจากไซยาโน-
แบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก Anabena ambigua Nostoc commune 
Oscillatoria sp. Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 
8491 และ Spirulina sp. โดยใชเซลลท่ีมีอายุ 12 – 18 วัน ดวย
สารละลาย Tris-HCl buffer เขมขน 50 mM (pH 8.0) และ
วัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา Anabena ambigua มี
แอคทิวิทีจําเพาะสูงสุด เทากับ 32.34 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
รองลงมาไดแก Nostoc commune (29.75 ยูนิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน) Spirulina sp. (12.86 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
Oscillatoria sp. (10.67 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) Oscillatoria 
salina (9.60 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และ Oscillatoria sp. 
TISTR 8491 (3.82 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ดังตาราง 2 
 
 
 
 
 
 
ตาราง 2 แอคทิวิทีเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 
ชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย แอคทิวิทีจําเพาะ 
(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
Anabena ambigua 32.34 
Nostoc commune 29.75 
Spirulina sp. 12.86 
Oscillatoria sp. 10.67 
Oscillatoria salina 9.60 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 3.82 
 
 จากการหาพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิทีของเพอร-
ออกซิเดสโดยใชสารละลายบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชตาง ๆ พบวา 
ไซยาโนแบคทีเรียใหแอคทิวิทีในชวงพีเอช 4 – 11 โดยไซยาโน-
แบคทีเรียทุกชนิดใหแอคทิวิทีสูงสุดท่ีภาวะเบส (pH 9.0) โดย 
Anabena ambigua ใหแอคทิวิทีจําเพาะสูงที่สุดเทากับ 
35.89 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาเปน Nostoc commune 
ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 33.02 ยูนิต ตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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Spirulina sp. ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 20.60 ยูนิตตอมิลลิ-
กรัมโปรตีน Oscillatoria sp. ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 13.28 
ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน Oscillatoria salina ใหแอคทิวิที
จําเพาะเทากับ 12.78 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ Oscillatoria 
sp. TISTR 8491 ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 5.67 ยูนิตตอมิลลิ-
กรัมโปรตีน ดังภาพที่ 1  
 
 ภาพท่ี 1 ผลของพีเอชตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
 จากภาพท่ี 1 พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria 
sp. และ Oscillatoria salina อาจพบไอโซไซม (isozyme) 
ของเพอรออกซิเดส  จึงทําใหพบแอคทิวิทีท่ีพีเอช 6 และ 9 
โดย Oscillatoria sp. มีแอคทิวิทีจําเพาะท่ีพีเอช 6 และ 9 
เทากับ 11.78 และ 13.28 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
และ Oscillatoria salina มีแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 10.16 
และ 12.78 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
สรุปและอภิปรายผล 
 การศึกษาคร้ังนี้ พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Anabena 
ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spirulina sp. มีการ
เจริญถึงระยะกลางแบบทวีคูณในชวง 12 – 18 วัน โดยพบวา 
Anabena ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp. 
Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 เจริญไดดีใน
อาหารที่ไมมีเกลือ Spirulina sp. เจริญไดท่ีในอาหารที่มีความ
เขมขนของเกลือ NaCl 0.25 โมลาร และภาวะท่ีมีความเครียด
จากเกลือ NaCl พบวา เมื่อความเขมขนของเกลือสูงขึ้นการ
เจริญของไซยาโนแบคทีเรียจะลดลง โดย Anabena ambigua 
ไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมตั้งแต 0.25 โมลาร
ของเกลือ NaCl สวน Nostoc commune Oscillatoria sp. 
Oscillatoria salina  Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spirulina 
sp. ไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl 
ต้ังแต 0.5 M ขึ้นไป ซึ่งสอดคลองกับโพธิธรณ ครรชิตานุรักษ 
และคณะ (2555) พบวา Oscillatoria sp.และ Nostoc sp. 
เจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl เทากับ 0 – 0.5 
โมลาร และ Anabaena sp. สามารถเจริญไดในภาวะที่มีเกลือ 
NaCl เขมขน 0 – 0.25 โมลาร เชนเดียวกับ บงกช บุญบุรพงษ 
และคณะ (2554) ท่ีรายงานวา Synechococus PCC 7942 เปน
ไซยาโนแบคทีเรียน้ําจืดสามารถทนเค็มไดนอยกวาความเขมขน
ของเกลือ NaCl 0.5 โมลาร ในขณะท่ี Synechocytis sp. 
PCC6803 และ Aphanothece halophytica ทนเค็มไดสูงถึง 
1.5 โมลารและ 3.0 โมลาร ตามลําดับ 
 จากการศึกษาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสจาก  
ไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด พบวา Anabena ambigua ใหแอคทิวิที
จําเพาะสูงท่ีสุด รองลงมาไดแก Nostoc commune Spirulina 
sp.  Oscillatoria sp.  Oscillatoria salina  และ Oscillatoria sp. 
TISTR 8491 ตามลําดับ เมื่อศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิที
ของเพอรออกซิเดส พบวา เพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย
ท้ัง 6 ชนิดทํางานไดในชวงพีเอช 4.0 – 11.0 ซึ่งทํางานไดดี
ในภาวะที่เปนเบส โดยคาพีเอชท่ีเหมาะสมเทากับ 9.0 โดย
พบวา ใน Oscillatoria sp. และ Oscillatoria salina นาสราง
เอนไซมเพอรออกซิเดสมากกวา 1 ชนิดท่ีเปนกลุมของไอโซไซม 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Mujer et al. (1983) ท่ีพบไอโซไซม
ของเพอรออกซิเดสในมะพราว ภาวะพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิที
ขึ้นอยูกับแหลงท่ีมาของเอนไซม ดังนั้นไซยาโนแบคทีเรียจึง
เปนแหลงเพอรออกซิเดสที่นาสนใจแหลงหนึ่งซึ่งสามารถนํา 
มาใชแทนเพอรออกซิเดสนําเขาจากตางประเทศได 
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